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Abreviaturas

ARA, &cido araquidonico.

CoA, coenzima A.

COX, ciclooxigenasa.

CV, coeficiente de variacion.

Da, dalton.

DHA, acido docosahexaenoico.

El, impacto electronico.

EPA, &cido eicosapentaenoico.

ESI, ionizacién por electrospray.

FC, fold change (numero de veces de cambio).

GC-MS, cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
lg, inmunoglobulina.

IL, interleucina.

MS, espectrometria de masas.

MS/MS, espectrometria de masas en tandem.

m/z, relacién masa-carga.

LC-MS, cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas.
LFC, lisofosfatidilcolina.

LOX, lipooxigenasa.

OPLS-DA, analisis discriminante ortogonal por minimos cuadrados parciales.

PCA, analisis de componentes principales.



PLS-DA, analisis discriminante por minimos cuadrados parciales.
Q, analizador de cuadrupolo simple.

QC, control de calidad.

RT, tiempo de retencion.

S1P, esfingosina-1-fosfato.

Sl, sistema inmune.

TOF, analizador de tiempo de vuelo.
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Summary

Prevalence and severity of allergic diseases have increased worldwide. To date,
respiratory allergy phenotypes are not fully characterized and, along with inflammation
progression, treatment is increasingly complex and expensive. Profilin sensitization and
the severity of associated food allergy provide a good model to study the progression of

allergic inflammation.

In recent years, the use of omics sciences has allowed to obtain a global view of biological
systems. Each omic approach is specialized in screening a specific level of systems
biology. In the present thesis metabolomics and proteomics have been applied to different

scenarios of allergy and have provided valuable complementary information.

Therefore, the main objective of this work was to apply metabolomics in order to obtain
the metabolic profile of plasma samples by combining two complementary analytical
tools: liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) and gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).

Twenty-five individuals (aged 18-55) were recruited. All subjects provided written
informed consent. The Committees of Research and Ethics approved the protocol from
the four participant Hospitals. These patients had been deeply studied for oral mucosa
remodeling in a previous study. From these, six subjects were non-allergic and included
as controls. All patients were interviewed to establish their clinical history. Inclusion
criteria for allergic patients were as follows: a positive skin prick test to profilin but negative
to lipid transfer proteins, tested with commercially available extracts, and positive specific
IgE to profilin (> 0.35 kU/I), but negative to both Pru p 3 and Bet v 1. Patients underwent

an oral challenge using a pure profilin extract.

The clinical status of the patients was determined by their clinical history of food allergy

and the outcome of the oral challenge. Patients who suffered systemic reactions affecting
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several organs, such as urticaria and asthma, were phenotyped as “severe profilin-
allergic patients”. Patients who presented local or subjective reactions during oral
challenges, such as oral allergic syndrome (OAS), angioedema or oral pruritus, were

considered as “non-severe profilin-allergic patients”.

Whole blood was drawn before the oral profilin challenge. Briefly, 20 ml of peripheral
blood were collected to obtain plasma by centrifugation and PBMCs using Ficoll-Paque
density gradient centrifugation. Samples were stored at -80°C until metabolomic analysis

was performed.

Metabolomic profiles of plasma samples were obtained using LC-MS and GC-MS.
Initially, from 615 and 506 chemical signals obtained by LC-MS in positive (LC-MS+) and
negative ionization modes, respectively, 349 and 400 complied with the quality criteria. In
addition, 95 metabolites per sample were obtained using GC-MS.

Data quality was assessed by clustering quality control (QC) measurements in a non-
supervised model using principal component analysis (PCA) for the three techniques.
Trends for all samples were examined using PCA models from the three techniques and
showed no clear clustering of patients according to their clinical status. Therefore, we
decided to compare the most extreme cases — individuals with a clear clinical status “non-
allergic” and “severe profilin allergic patients” — to seek the differences between these
groups using a partial least square discriminant analysis (PLS-DA). Therefore, in order to
obtain the differences exclusively according to the class, an orthogonal partial least
square discriminant analysis (OPLS-DA) model was performed selecting the best PLS-
DA model from the three data sets. The LC-MS+ model showed the best quality
parameters. The OPLS-DA cross-validated model showed good quality parameters (R? =
0.99, Q? = 0.75) and was validated using the “1/3-out” approach, showing a prediction
accuracy of 92%. This model was used to assign a class to “non-severe profilin-allergic

” 13 ” [

patients”. Consequently, four groups were stratified: “non-allergic”, “mild”, “moderate”,
and “severe”. To sum up, the model allowed the classification of “non-severe profilin-

allergic patients” that could not be properly classified in the oral challenge setup. For LC-
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MS data, logarithmic transformation and center scaling were used, whereas for GC-MS,
autoscaling (UV) was applied to all variables. Robustness of the models was evaluated

based on R? (explained variance) and Q? (capability of prediction) scores.

Then, samples were plotted according to their metabolomic classification using a PCA
model, which showed a clear tendency to separate the “mild” group from the “severe” and
‘moderate” groups. Furthermore, aiming to show the differences between groups,
discriminant analysis using PLS-DA was performed for each pair of groups. The results
produced at least one model for each pairwise comparison with high-quality parameters.

These results demonstrated that there are metabolic differences between the groups.

After multivariate analysis, significant variables were selected using univariate analysis.
Overall, results suggest that there are specific features which can characterize each
phenotype, especially the “severe” group. Once significant features in LC-MS were found,
identification through MS/MS fragmentation was performed. Together with GC-MS
metabolites, a total of 74 compounds were listed, encompassing carbohydrates,

sphingolipids, lysophospholipids, carnitines, amino acids, fatty acids, and organic acids.

Differences among the experimental groups were tested using the non-parametric
Kruskal-Wallis test with a Benjamini-Hochberg (BH) correction to identify potential
biomarkers. Additionally, significant differences between “mild vs severe” and “moderate
vs severe” obtained using Mann Whitney U test with a BH p value correction were added,
to improve the biological interpretation. Statistical significance was set at 95% level (p <
0.05).

The general observed changes in the “severe” group were as follows: decreased levels
of hexoses, pentoses, pyruvate, and sphinganine-C17; an increase along severity in the
levels of most lysophosphocholines (LPCs), S1P, sphinganine-1-phosphate, and lactate.
Furthermore, fatty acids such as myristic and lauric acid were diminished in “mild” and

“‘moderate”, and increased in the “severe” group.
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Together these results point to an alteration of the energy metabolism as well as changes
in sphingolipid and lysophospholipid pathways.

On the other hand, as an additional aim of this thesis, proteomics was used to develop
and optimize a method to quantify in a single tube the complete kinetics of the different
allergen specific antibodies. Furthermore, this method was applied in serum samples from

allergic patients treated with two types of immunotherapy.

The method was successfully optimized and applied in clinical trial samples. After
analyzing the kinetics followed by IgE and IgG4 in the two types of immunotherapy using
this method, the results obtained by the traditional method with ImmunoCAP were in

concordance.
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Resumen

La prevalencia y gravedad de las enfermedades alérgicas ha ido aumentado
progresivamente en todo el mundo. Hasta la fecha, los fenotipos de alergia respiratoria
no estan completamente caracterizados y, junto con la progresion de la inflamacion, el
tratamiento es cada vez mas complejo y costoso. La sensibilizacion a profilina y la
gravedad de la alergia alimentaria asociada a ella, proporciona un buen modelo para el

estudio de la progresion de la inflamacion alérgica.

En los ultimos afos, el uso de las ciencias 6micas ha permitido obtener una vision global
de los sistemas biolégicos. Cada enfoque émico esta especializado en la deteccion de
un nivel especifico de la biologia de sistemas. En la presente tesis, se han aplicado la
metabolémica y la proteémica a diferentes escenarios de alergia proporcionando una

informacion complementaria muy valiosa.

Por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo ha sido la aplicacion de la metabolémica
para obtener el perfil metabdlico en muestras de plasma combinando dos herramientas
analiticas complementarias: cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS).

Para conseguir este objetivo se reclutaron veinticinco individuos (de 18 a 55 afios). Todos
los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito, y los Comités de
Investigacion y Etica aprobaron el protocolo de los cuatro hospitales participantes. Estos
pacientes han sido estudiados en detalle para el remodelado de la mucosa oral en un
trabajo previo. De estos, seis sujetos no eran alérgicos y se incluyeron como controles.
A todos los pacientes se les entrevisto para establecer su historia clinica. Los criterios de
inclusion para pacientes alérgicos fueron los siguientes: una prueba de puncioén cutanea

positiva para profilina, pero negativa para proteinas de transferencia de lipidos, llevada
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a cabo con extractos disponibles comercialmente e IgE especifica positiva para profilina
(> 0,35 kU/I), pero negativa para Pru p 3 y Bet v 1. Los pacientes se sometieron a una

provocacion oral utilizando un extracto puro de profilina.

El estado clinico de los pacientes se determin6 en base a su historial clinico de alergia
alimentaria y al resultado de la provocacion oral. Los pacientes que sufrieron reacciones
sistémicas y que afectaron a varios 6rganos, como urticaria y asma, fueron fenotipados
como "pacientes graves con alergia a profilina". Los pacientes que presentaron
reacciones locales o subjetivas durante la provocacién, como el sindrome de alergia oral
(SAO), angioedema o prurito oral, se consideraron "pacientes no graves alérgicos a

profilina ".

Las muestras de sangre se extrajeron antes de la provocacion oral con profilina. Se
recogieron 20 ml de sangre periférica para obtener plasma por centrifugaciéon y PBMCs
(células mononucleares de sangre periférica) utilizando una centrifugacion en gradiente
de densidad, Ficoll-Paque. Las muestras se almacenaron a -80 ° C hasta la realizacion

del andlisis metabolémico.

Los perfiles metabdlicos de las muestras de plasma se obtuvieron utilizando LC-MS y
GC-MS. Inicialmente, se obtuvieron 615 y 506 sefiales quimicas en LC-MS en ionizacion
positiva (LC-MS +) y negativa, respectivamente, de las cuales 349 y 400 sefales
cumplieron con los criterios de calidad. Ademas, se obtuvieron 95 metabolitos por

muestra mediante GC-MS.

La calidad de los datos se evalué mediante la agrupacion de las medidas del control de
calidad (QC) en un modelo no supervisado, utilizando el analisis de componentes
principales (PCA), para las tres técnicas. Se examinaron las tendencias para todas las

muestras utilizando modelos PCA de las tres técnicas y no mostraron una agrupacion
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clara de los pacientes de acuerdo con su estado clinico. Por lo tanto, se decidié comparar
los casos mas extremos, es decir, los individuos con un claro estado clinico, los "no
alérgicos" y los "pacientes con alergia grave a profilina", para buscar las diferencias entre
estos grupos utilizando un andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-
DA). Por lo tanto, para obtener las diferencias exclusivamente segun la clase, se realizé
un modelo de analisis discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-
DA) seleccionando el mejor modelo PLS-DA de los tres conjuntos de datos. El modelo
de LC-MS + mostré los mejores parametros de calidad. El modelo de validacion cruzada
del OPLS-DA mostr6 también parametros de buena calidad (R? = 0.99, Q? = 0.75) y fue
validado utilizando el enfoque de "1/3 fuera”, mostrando una precisién de prediccion del
92%. Este modelo se utiliz6 para asignar una clase al grupo de "pacientes no graves
alérgicos a profilina ". En consecuencia, las muestras de este grupo se estratificaron en:
"no alérgicos", "leves", "moderados" y "graves". En resumen, el modelo permitid la
clasificacion de los "pacientes no graves alérgicos a la profilina" que no pudieron
clasificarse adecuadamente mediante la provocacion oral. Para los datos de LC-MS, se
utilizé la transformacién logaritmica y el escalado centrado, mientras que para GC-MS,
se aplicé el autoescalado (UV) a todas las variables. La robustez de los modelos se
evalué en base a los pardmetros R? (capacidad de clasificaciéon) y Q? (capacidad de

prediccion).

Después, las muestras se representaron de acuerdo con su clasificacion metabdlica
utilizando un modelo de PCA, mostrando una clara tendencia a separar el grupo "leve"
de los grupos "grave" y "'moderado”. Ademas, con el objetivo de mostrar las diferencias
entre los grupos, se realizé un analisis discriminante utilizando PLS-DA para cada par de
grupos. Los resultados produjeron al menos un modelo para cada comparacién con
parametros de alta calidad. Estos resultados demostraron que existen diferencias

metabdlicas entre los grupos.

Tras realizar el andlisis multivariante, las variables significativas se seleccionaron

mediante analisis univariante. En general, los resultados sugirieron que hay
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caracteristicas especificas que pueden caracterizar cada fenotipo, especialmente al
grupo "grave". Una vez que se encontraron las entidades significativas en LC-MS, se
realiz6 la identificaciéon mediante fragmentacion por MS/MS. Junto con los metabolitos
de GC-MS, se encontraron un total de 74 compuestos, que incluyen carbohidratos,
esfingolipidos, lisofosfolipidos, carnitinas, aminoacidos, &cidos grasos y acidos

organicos.

Las diferencias entre los grupos experimentales se analizaron utilizando el test
estadistico no parameétrico de Kruskal-Wallis con una correccion de Benjamini-Hochberg
(BH) para identificar posibles biomarcadores. Ademas, se afiadieron las diferencias
significativas entre las comparaciones de "leve frente a grave" y "moderado frente a
grave" obtenidas mediante la prueba U de Mann Whitney con una correccion del p valor
BH, para mejorar la interpretacion biologica. La significacion estadistica se establecio en
un nivel del 95% (p <0,05).

Los cambios generales observados en el grupo "grave" fueron los siguientes: una
disminucién de los niveles de hexosas, pentosas, piruvato y esfinganina-C17; un
aumento junto con la gravedad en los niveles de la mayoria de las lisofosfocolinas (LPC),
S1P, esfinganina-1-fosfato y lactato. Ademas, los acidos grasos como el acido miristico

y el acido laurico disminuyeron en "leve"y "moderado”, y aumentaron en el grupo "grave".

En conjunto, estos resultados apuntan a una alteracion del metabolismo energético, asi

como a cambios en las rutas de esfingolipidos y lisofosfolipidos.

Por otro lado, y como objetivo adicional de esta tesis, se utilizO proteOmica para
desarrollar y optimizar un método para cuantificar en un solo tubo, la cinética completa
de los diferentes anticuerpos especificos de alérgeno. Ademas, este método se aplicéd

en muestras de suero de pacientes alérgicos tratados con dos tipos de inmunoterapia.
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El método fue optimizado y se aplicé con éxito en las muestras del ensayo clinico.
Después de analizar la cinética de la IgE e IgG4 en los dos tipos de inmunoterapia
utilizando este método, se comprobd que los resultados obtenidos por el método

tradicional utilizando immunoCAP estaban en concordancia.
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Introduccién

Marco Tedrico y definiciones previas

Las enfermedades alérgicas constituyen un claro problema de salud publica a nivel
mundial. En las ultimas décadas se ha producido tanto un aumento en la prevalencia
como en la gravedad de las patologias alérgicas especialmente en el asma alérgico, la
alergia alimentaria y la alergia a medicamentos y segun las previsiones, su incidencia
aumentara tanto a medio como largo plazo!. Todo este panorama trae consigo un
incremento de la demanda sanitaria con el consiguiente impacto sobre la salud publica y
los recursos sanitarios disponibles. El desconocimiento de las enfermedades alérgicas
junto a la falta de un diagndstico y tratamiento adecuados conduce a una clara
disminucion en la calidad de vida relacionada con la salud, al aumento de las
complicaciones, de la mortalidad, y a un incremento considerable en los costes, de los
gue se hablara en el siguiente apartado. Por todo ello, profundizar en su conocimiento y

difundirlo es una tarea indispensable.

Coste que ocasionan las enfermedades alérgicas

El constante crecimiento de la prevalencia de las enfermedades alérgicas conlleva una

serie de costes que influyen en diversos aspectos y que se detallan a continuacion:

-En primer lugar, una serie de costes econdmicos derivados del tratamiento, visita al
médico, medicamentos, visitas a servicios de urgencias, analisis y pruebas diagndsticas,

hospitalizaciones, etc.

-En segundo lugar, los derivados de los sintomas que producen las enfermedades
alérgicas, como la perdida de trabajo productivo, disminucion del rendimiento laboral,
pérdida de capacidad productiva o pérdida de trabajo productivo por asistencia a

familiares.
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-Por ultimo, los de tipo personal, para quien padece la enfermedad: como son el dolor, el

malestar, miedo, tristeza o el sufrimiento?.

Por tanto, con el fin de disminuir al maximo esta serie de costes, se vuelve a recalcar la
necesidad de profundizar tanto en el estudio de las enfermedades alérgicas como en la

identificacion de nuevas estrategias de prevencion y tratamiento de la patologia.

Alergiay alérgenos, definiciones

La alergia podria definirse como una respuesta desmedida del sistema inmune (SI),
denominada reaccion de hipersensibilidad. Esta reaccién ocurre cuando un individuo
identifica como peligrosas determinadas sustancias inocuas, (pélenes de plantas, acaros
del polvo, determinados alimentos, etc.) que se denominan alérgenos. Un alérgeno es,
por tanto, una sustancia que produce una reaccion de hipersensibilidad en un individuo.
Estas sustancias desencadenan en los pacientes alérgicos una serie de acontecimientos
inflamatorios que ocurren tanto en piel como mucosas y que originan los diferentes

signos y sintomas de las enfermedades alérgicas?.

Bioguimicamente, los alérgenos suelen ser proteinas, y habitualmente se encuentran
unidas a otras biomoléculas como carbohidratos o lipidos (conocidas como
glicoproteinas y lipoproteinas, respectivamente) aunque también algunos carbohidratos
pueden también actuar como alérgenos. Existen varios tipos de alérgenos y varias

formas de clasificarlos. En la figura 1 se describen las mas habituales?®.
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*Por contacto cutaneo (plantas venenosas,
polen, productos quimicos, metales, latex,
COSméticos).

1. Segun la via néticos). -
0 oz *Por inyeccion (venenos de himenopteros).
de transmISIOn *Por ingestion (farmacos y alimentos).
del alérgeno *Por inhalacién (polen, polvo, moho, caspa de

animales).
*Otros (parasitos).

*Animal (insectos, perro, gato, acaros, parasitos,
alimentos de origen animal como pescados, leche

2 . Seg L,j N el y derivados, huevos, mariscos, carne de vacay

de ave).

orl g en d el *Vegetal (latex, polen, plantas venenosas,
z alimentos de origen vegetal como frutas,
alérgeno

legumbres, hortalizas, frutos secos y cereales).
*Otros (metales, farmacos, hongos, cosméticos).

7 *Alérgenos mayores: aquellos que inducen una
3 ' Seg u n Ia' respuesta IgE especifica en mas del 50 % de la
1A poblacion alérgica a esa sustancia.
pObI aCIOn *Alérgenos menores: aquellos que inducen una
Se n Sl b| I | Zad a al respuesta IgE especifica en menos del 50 % de

la poblacién alérgica a esa sustancia.
alergeno

Figura 1: Clasificaciones méas habituales de los alérgenos.

Etiologia de las enfermedades alérgicas

Las causas de las enfermedades alérgicas son diversas (Figura 2). Existen alteraciones
inmunitarias y factores genéticos que predisponen a los individuos, y una serie de
factores desencadenantes. En primer lugar, existen alteraciones del sistema inmune que
hacen que los individuos tengan mayor predisposicibn, como pueden ser diferentes

infecciones viricas respiratorias en edades tempranas. Respecto a los factores
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genéticos, la herencia genética es muy importante hasta el punto que, si uno de los
progenitores es alérgico, la probabilidad de que su descendiente padezca alergia es
aproximadamente una de cada dos, en cambio, si ambos progenitores son alérgicos, la

probabilidad se acerca a tres de cada cuatro?.

Por otro lado, en las ultimas décadas se han ido postulando diferentes hipotesis sobre el
incesante crecimiento de las enfermedades alérgicas en el mundo occidental, siendo la
“hipotesis de la higiene” una de las que ha cobrado mas protagonismo, aunque no ha
sido aceptada en su totalidad por la comunidad cientifica.

En sus inicios, esta hipétesis postulaba que el motivo del gran crecimiento en la
incidencia de las enfermedades alérgicas era la disminucion de la incidencia de
enfermedades infecciosas en paises occidentales y posteriormente en paises en vias de
desarrollo. Los ejemplos iniciales que apoyaban esta teoria fueron infecciones fecales-
orales endémicas por patdgenos virales, bacterianos o protozoicos. Después, esta
hipotesis pasoé a incluir no solo microorganismos patdogenos sino también comensales y
simbiontes. Mas tarde acabo extendiéndose a las enfermedades inflamatorias en
general. Esta hipétesis basada en datos epidemiol6gicos mostraba que, los sujetos que
migraban de un pais de baja incidencia a un pais de alta incidencia adquirian estas
enfermedades inmunitarias con una alta incidencia en su primera generacion. Sin
embargo, la correlacion entre la alta incidencia de la enfermedad y el alto nivel
socioeconémico no demostraba un vinculo causal entre las infecciones y los trastornos
inmunitarios. Los estudios iniciales en los que se basaba la hipétesis de la higiene eran
modelos animales y, en menor grado, estudios de intervencibn en humanos. Los
mecanismos subyacentes son multiples y complejos y podrian originarse, en cierta
medida, por cambios en la microbiota causados por cambios en el estilo de vida,

particularmente en enfermedades inflamatorias del intestino®.

La microbiota, que se define como el conjunto de microorganismos que establecen una

relacion simbidtica con el individuo, es otro de los factores implicados que mas fuerza ha
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ido cogiendo en los ultimos afios. Esta se localiza en ambientes especificos en el humano
como son la piel, la orofaringe, y los tractos gastrointestinal y genitourinario, entre otros.
En la alergia, la microbiota de los pacientes sufre una disbiosis, que se define como una
alteracion en la composicion de las comunidades comensales residentes respecto a las

encontrada en individuos sanos®.

Si la diversidad en la microbiota representa una mayor probabilidad de encontrar
microorganismos protectores o si es un reflejo de una exposicion ambiental equilibrada,
sigue siendo dificil de definir. La hipétesis de la higiene ha sido una herramienta util para
abordar diversos fendmenos relacionados con la respuesta inmune desproporcionada, y
ha contribuido a la comprension del impacto de la microbiota en la salud humana, sin

embargo, sus limites deben ser reconocidos®*.

Recientemente se han publicado trabajos y revisiones que evidencian el cambio
significativo en el pensamiento en los ultimos 25 afios, mostrando que, la interaccion de
los microorganismos ambientales y la microbiota humana, con nuestro sistema inmune,
desempefia un papel esencial en la regulacién inmunitaria, promoviendo una tolerancia
para el sistema inmunitario que puede tener un impacto contra el desarrollo de
enfermedades alérgicas. Los cambios en el estilo de vida y el ambiente, junto con la
rapida urbanizacion, han contribuido a los cambios en nuestra exposicion a
microorganismos esenciales. Ademas, los cambios en la dieta y el abuso de antibioticos
han tenido efectos perjudiciales sobre el contenido y diversidad de la microbiota humana.
En conjunto, estos factores han tenido efectos muy marcados en el sistema inmune, que

probablemente contribuyeron a la aparicion de las enfermedades alérgicas®.

Aparte de los factores que predisponen y en funcion de los factores ambientales, el

individuo se sensibiliza a determinadas sustancias con capacidad de producir una
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respuesta inmunitaria de hipersensibilidad y posteriormente alergia, pudiendo ocurrir

esta sensibilizacion en cualquier etapa de la vida.

1 - Alteraciones
inmunoldgicas

2 - Genética

7
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG
AATCCCAATCCCAATCCC

5 - Factores
ambientales

¢

4 - Hipotesis
de la higiene

-

Figura 2: Esquema de los diferentes factores que estan relacionados con el origen de

las enfermedades alérgicas.

Los multiples factores involucrados, incluyendo aquellos que no estan directamente
asociados con la microbiota (exposicion al alérgeno, genética, contaminacién, etc.)
hacen que sea imposible evaluar la contribucion de cada factor. Por lo tanto, la clave
quizas resida en los efectos combinados de los cambios en el estilo de vida, junto con

una dieta mejorada y un uso controlado y responsable de los antibiéticos’.
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Respuesta del sistema inmune en la alergia

El Sl en su conjunto esta formado por una serie de 6rganos, tejidos, células y moléculas
derivadas, que se encuentra ampliamente distribuido por el organismo. Los 6rganos que
forman parte del Sl se denominan 6rganos linfoides (adenoides, amigdalas palatinas,
apéndice, bazo, ganglios linfaticos, médula Osea, timo, placas de Peyer y vasos
linfaticos). También se localiza en las mucosas del aparato digestivo, respiratorio y
genitourinario. Todos ellos contribuyen a la produccién, maduracion y activacion de las
células inmunes. La mision principal del Sl es la proteccion del individuo mediante el
reconocimiento y la defensa. Se encarga de reconocer, permanentemente, aquello que
es propio y forma parte del organismo (tejidos, células), de lo que es ajeno a él v,
potencialmente, dafiino. Ademas, es un complejo sistema defensivo frente a agresiones
y ataques, tanto externos al organismo (bacterias, virus), como internos (células

degeneradas o tumorales)?2.

Se calcula que la variedad de posibles sustancias contra las cuales el SI debe reaccionar
de forma especifica, llamadas genéricamente antigenos, es de mas de 100, produciendo
tan variado nimero de anticuerpos diferentes como sea preciso, al poseer una habilidad
muy especifica para discriminar entre moléculas muy similares. Ademas, el Sl tiene
memoria, de tal forma que puede reconocer rapidamente una segunda exposicion a un

antigeno contra el cual se ha generado anteriormente una respuesta®.

Como se ha descrito anteriormente una de las funciones del Sl es la capacidad de
distinguir, dentro de lo exégeno, aquello que no supone ningun peligro para el organismo.
Y es precisamente este mecanismo el que no funciona en la alergia. Como consecuencia
de esta alteracion del Sl, y al encontrarse distribuido por todo el organismo, las
enfermedades alérgicas pueden producir sintomas en cualquier 6rgano del cuerpo,
aunque sean mas frecuentes los problemas respiratorios, digestivos o de la piel, debido
a que éstas son las zonas de mayor contacto con agentes externos®. A continuacioén, en

la tabla 1 se describen las células mas importantes del Sl relacionadas con la alergia:
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Descripcion

Localizacion

Funcion

Mastocitos

Células que se caracterizan por su
capacidad de poder fijar moléculas de
IgE en el exterior de su membrana
plasmatica.

Estan ampliamente distribuidos en
aparato respiratorio, piel, hueso,
aparato digestivo y tejido nervioso.

Los mastocitos son células que poseen
numerosos granulos en su interior,
llenos de moléculas proinflamatorias,
principalmente histamina.

Basofilos

Al igual que los mastocitos, cuentan con
receptores en su superficie para unir la
IgE.

Son el tipo de leucocitos que se
encuentran en menor cantidad
circulando por la sangre.

Poseen granulos en su interior repletos
de sustancias toxicas.

Linfocitos T

Los linfocitos T constituyen
normalmente un 20 % de los linfocitos.
Existen varios tipos de linfocitos T
dependiendo de las moléculas de
superficie que presentan, de las
sustancias que secreten y de su funcion
principal.

Los linfocitos T son linfocitos producidos
en la médula 6seay que luego maduran
en el timo. Circulan por la sangre.

Se especializan en la secrecién de
citoquinas para la regulacion del sistemd
inmunitario.

Linfocitos B

Los linfocitos B constituyen entre un 5y
un 15% del total de linfocitos y dan
origen a las células plasmaticas.

El desarrollo de linfocitos Bse llevaa
cabo en el higado durante la etapa fetal
y en la médula ésea a partir del
nacimiento y hasta la muerte. Circulan
por la sangre.

Encargados de la produccion de los
anticuerpos al dar origen alas células
plasmaticas.

Eosinofilos

Células que se caracterizan por tener un
nucleo bilobulado y poseer granulos
citoplasmicos.

Tienen una vida media en la circulacién
sanguinea de 3 a 4 dias antes de migrar a
los tejidos en donde permanecen
durante varios dias.

Defensa contra infecciones parasitarias,
defensa contra bacterias intracelulares,
modulacién de las reacciones de
hipersensibilidad inmediata.

Tabla 1: Células del sistema inmune mas importantes en las enfermedades alérgicas. Nota: IgE: Inmunoglobulina E.
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Por otro lado, se encuentran las citoquinas, que son productos solubles, de tiempo de
accion corto, responsables de la comunicacion intercelular. Son responsables de la
regulacion de la respuesta inmune en general, y de la alérgica en particular. Las
citoquinas son producidas por diferentes tipos de células que participan en la respuesta
inmune, principalmente por los linfocitos T. Vamos a destacar cuatro fenotipos de
linfocitos, los ThO o linfocitos precursores, que son los que se van a diferenciar en uno
de los otros tres fenotipos. Los otros tres fenotipos son responsables del tipo de
respuesta inmune y son: los linfocitos Thl (respuesta frente a microorganismos y
pardasitos intracelulares), los linfocitos Th2 (respuesta frente a helmintos y alérgenos) y
los linfocitos Th1l7 (respuesta frente a bacterias extracelulares y hongos). Hay que
destacar que, en condiciones normales, hay un equilibrio entre la respuesta Thly Th2.
Ademas, se han identificado un gran numero de citoquinas y muchas de ellas son
cruciales para el desarrollo de los linfocitos y para el tipo de respuesta inmune. Un tipo
de citoquinas particular son las interleucinas, muchas de ellas estan altamente
implicadas en las respuestas alérgicas (Tabla 2). Asi, en la rinitis o el asma bronquial
alérgico, se origina una alteracion en el equilibrio entre los linfocitos Thl y Th2, a favor
de los Th2, ya que se produce un incremento de Interleucina-4 (IL-4), que va a favorecer
el desarrollo de la respuesta alérgica. Por el contrario, los linfocitos Thl producen
principalmente interferon gamma (IFN-y) que neutraliza la respuesta de la IL-4 y de los
linfocitos Th28.

Las sustancias liberadas de las células que intervienen en las reacciones alérgicas son
las responsables udltimas de los sintomas que sufre el paciente alérgico. Las dos
sustancias derivadas de las células de SI mas importantes en las reacciones alérgicas

son la histamina y la triptasa:

-Histamina. Uno de los principales mediadores de la inflamacion alérgica. Es el producto
mas abundante, se encuentra en los granulos de mastocitos y en menor cantidad en los
basdfilos. La respuesta biologica a la liberacion de la histamina es: el picor cutaneo, por
estimulacién de los nervios; la dilatacion y aumento de la permeabilidad de los vasos

sanguineos, con lo que se produce calor y enrojecimiento de la piel y de las mucosas, y
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salida de liquido hacia los tejidos de alrededor, con lo que se origina un edema; y la
contraccion de la musculatura de los bronquios, que causa dificultad para respirar y
mayor produccion de moco en las vias respiratorias. Debido a todos estos efectos que
produce la histamina, los antihistaminicos son los farmacos méas empleados en el

tratamiento de los sintomas de las enfermedades alérgicas®.

-Triptasa. Sustancia sintetizada por los mastocitos que se libera durante las reacciones
alérgicas. Su determinacion en la sangre u orina es utilizada para establecer la existencia

de reacciones alérgicas debidas a la activacién de estas células®.

Nombre | Origen Funcion
) ) Activacion de linfocitos T, induccion de sintesis de
Monocitos, células ) ] ] »
. o prostaglandinas por el endotelio, proliferacion y
IL-1 endoteliales, epitelios y ) L ) ) i )
) diferenciacién de linfocitos B, sintesis de GM-CSF e
fibroblastos. ) )
IL-4 por linfocitos T.
Proliferacion y diferenciacion de linfocitos T,
) ) ] activacion de células NK, proliferacion de linfocitos B
IL-2 Linfocitos T activados. ; ) ) ) .
y sintesis de inmunoglobulinas, estimulo para
linfocitos T citotdxicos, estimulo para fagocitos.
Linfocitos T fenotipos Diferenciacion de linfocitos T a Th2, crecimiento y
IL-4 Th2/ThO, mastocitos y diferenciacién de linfocitos B, inducciéon de sintesis
baséfilos, linfocitos B. de IgE, estimulo de endotelio y fibroblastos.
. . ) Crecimiento y diferenciacion de eosindfilos,
Linfocitos T, fibroblastos, o ] L o ) »
IL-5 ) guimiotaxis y activacion de eosindfilos, proliferacion
endotelio. ) ] . »
de linfocitos B, estimulo de secrecion de IgA.
) . . Desarrollo de megacariocitos, diferenciacién de
Linfocitos T, fibroblastos, ] ] ) . ) .
IL-6 ) linfocitos B a plasmocitos, sintesis hepatica de
endotelio. ]
proteinas de fase aguda.
Linfocitos T fenotipos ; ) o ) ]
IL-9 Estimulo de mastocitos, crecimiento de linfocitos T.
Th2/ThO.
Linfocitos T, algunos L » 3
) ) i Inhibicién de la presentacion del antigeno por
linfocitos B, monocitos, 3 L ) ] o
IL-10 ) ) i macrofagos, activacion de linfocitos B, inhibicion de
queratinocitos y células - ] ) ) )
» la secrecidn de citoquinas proinflamatorias.
dendriticas.
) ) ) Produccién de 1gG4e IgE, crecimiento 'y
Linfocitos T, mastocitos y ) o ) ) o
IL-13 . diferenciacion de linfocitos B, inhibicion de
basofilos. ) ) ) )
citoquinas proinflamatorias.
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Actla sobre células epiteliales, endoteliales,
fibroblastos, y otras células inmunes, activando una
IL-17 Linfocitos T fenotipo Th17. |respuesta inflamatoria local, produciendo péptidos
antimicrobianos y atrayendo células al lugar de

inflamacion.

Tabla 2: Origen y funcion de las principales interleucinas.

Nota: IL: Interleucina, GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor,
NK: Natural Killer, IFN: Interferon, IgG4: Inmunoglobulina G4, IgE: Inmunoglobulina E,

IgA: Inmunoglobulina A.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas

Una de las moléculas mas importantes del sistema inmune, son los anticuerpos o
inmunoglobulinas (lg), que son proteinas que circulan por la sangre sintetizadas por el
sistema inmune, en concreto por los linfocitos B. Existen varios isotipos de
inmunoglobulinas: G, A, M, Dy E. Las Ig son generadas por el sistema inmune como una
respuesta de defensa contra los microorganismos y sustancias exdégenas que penetran
en el organismo. Si estas sustancias externas son reconocidas por el sistema inmune
como no perjudiciales, resultan toleradas y se producen Ig del tipo G. Por el contrario,

las personas alérgicas ademas de producir Ig del tipo G, producen Ig del tipo E (IgE)®2.

La IgE es una clase de Ig denominada asi porque forman parte de su estructura unas
cadenas llamadas Epsilon. La IgE es la que se encuentra en menor concentracion en la
sangre, pero a pesar de ello, resulta ser la mas importante en la resistencia y lucha contra
las enfermedades parasitarias, sobre todo en las producidas por gusanos helmintos. La
IgE posee la capacidad de activar unas células que contienen en su interior productos
muy toxicos y sustancias letales, capaces de eliminar a tales parasitos. La concentracion
de IgE en la sangre periférica se eleva notablemente cuando se desarrollan las

enfermedades alérgicas®.
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Las reacciones alérgicas

Las reacciones alérgicas se denominan reacciones de hipersensibilidad inmediatas. Tras
tener un primer contacto con el alérgeno se produce una captacion de éste por parte de
unas células llamadas células presentadoras de antigeno, que lo fagocitan en su interior
y lo presentan a los linfocitos T, que a su vez interaccionan con los linfocitos B, los cuales
producen IgE especifica frente a ese antigeno concreto. Esta IgE se unird a los
mastocitos y baséfilos que contienen receptores para éste en su superficie. Hasta aqui,

el individuo no experimenta signos ni sintomas de la alergia®. (Figura 3).

Uniones estrechas .
intercelulares - Alérgeno

Alérgeno

Células del epitelio
respiratorio

Mastocito
activado

Submucosa

Célula ! I l :

dendritica

Mastocito
E cubierto de
IgE

Linfocito B

:—’ Wr espE(lzfifica

Figura 3: Esquema de una reaccion alérgica.

Este proceso puede durar varios dias, meses o0 afios y se denomina sensibilizacion (el
individuo se hace sensible a ese alérgeno). Este es el punto de inflexion a partir del cual
el individuo se ha hecho alérgico. Es algo muy importante, ya que, aungue se nazca con

predisposicion genética para hacerse alérgico, la enfermedad no se desarrollara si no se
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ha estado durante un cierto tiempo en contacto con el alérgeno responsable. Esto
determina algo fundamental que sera comun en todas las enfermedades de causa

alérgica: la imposibilidad de presentar sintomas en una primera exposiciéon o contacto®.

Bioquimica de la inflamacion

En un proceso inflamatorio se desencadenan una serie de reacciones quimicas y
celulares en el area dafiada, que determinan grandes cambios vasculares como
vasodilatacion e incremento de la permeabilidad, estos acontecimientos estan regulados
exclusivamente por mediadores quimicos, principalmente histamina, leucotrienos, IL-1,
y TNF. SimultAineamente a los cambios vasculares, tiene lugar el desplazamiento de
leucocitos desde la luz vascular hacia la zona afectada. De los mediadores quimicos, la
IL-1 y el TNF tienen gran relevancia al provocar las reacciones de fase aguda, tienen
efectos endoteliales, y efectos sobre los fibroblastos (células del tejido conectivo) y
leucocitos. Los signos de la inflamacion estan determinados por el papel de varios
mediadores de la inflamacién, asi el dolor es causado principalmente por la actividad de
prostaglandinas, bradicinina y sustancia P (neuropéptido); el calor, por la hiperemia
(aumento de sangre) en el sitio de lesiébn como consecuencia de vasodilatacion; el rubor,

por la propia hiperemia y el aumento del volumen, por la aparicién del edema®.

Por otro lado, todas las células que participan en la inflamacién necesitan obtener
energia para desarrollar sus funciones, ya que requieren de grandes cantidades de
energia para activarse en cortos periodos de tiempo, por lo que es normal que durante
estas activaciones se modifique su metabolismo energético, es decir, las reacciones del

catabolismo?°.

El catabolismo es la parte del proceso metabdlico que consiste en la degradacion de
nutrientes organicos transformandolos en productos finales simples, con el fin de extraer
de ellos energia quimica y convertirla en una forma util para la célula. La energia liberada

por las reacciones catabdlicas es usada en la sintesis del ATP (adenosin trifosfato)?!?.

A continuacion, se pasan a describir algunos de los metabolitos que estan mas

implicados en los procesos inflamatorios.
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El acido araquidonico y sus eicosanoides derivados

El acido araquidénico (ARA), es un acido graso poliinsaturado de la serie omega-6, que
puede obtenerse directamente de la dieta o ser sintetizado enddégenamente a partir de
su precursor dietario, el acido linoleico, mediante reacciones enzimaticas sucesivas al
final de las cuales se pliega sobre si mismo en forma de horquilla y se ubica en la
membrana plasmatica de muchas células en los diversos sistemas biolégicos y donde
sirve a su vez como el principal precursor de los eicosanoides, una familia de mediadores
lipidicos que incluyen; protanoides (como por ejemplo prostaglandinas, prostaciclinas y
tromboxanos), leucotrienos y lipoxinas, los que actian de forma autocrina/paracrina
acoplados a receptores especificos, desempefando importantes papeles en fisiologia y
patofisiologia, principalmente en inflamacion. El ARA es metabolizado principalmente
mediante dos vias enzimaticas principales: ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX)
(Figura 4), aunque también existe otra via enzimatica por el citocromo P-450
epoxigenasa (CYP450)*2.

Arachidonic
Acid

T / \\
oz

COX pathway
LOX pathway l

\ | \

(o) €oB) @) @os-ae) @) Ee) oey) Goty (Bon) @A) (oao) @08)

Figura 4: Esquema de los diferentes metabolitos derivados del acido araquidénico.
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Nota: DHA: acido docosahexaenoico, EPA: &cido eicosapentaenoico, LOX:
lipooxigenasa, COX: ciclooxigenasa, LPC: lisofosfatidilcolina, PD1: protectina D1,
RevE1l: resolvina E1, LXAa4: lipoxina A4, LTDa: leucotrieno D4, LTCa: leucotrieno C4,
LTBa4: leucotrieno B4, PGD2: prostaglandina D2, PGE2: prostaglandina E2, PGF2a:
prostaglandina F2A, PGl2: prostaciclina, TXAz: tromboxano A2, PAF: factor activador de

plaquetas, LPA: acido lisofosfatidico.

Los leucotrienos (LT) son moléculas derivadas del ARA por la accién oxidativa de la
enzima LOX. Deben su nombre al hecho de que se aislaron originalmente a partir de los
leucocitos y a que contienen cuatro enlaces dobles conjugados en su estructura
hidrocarbonada. La oxidaciéon del ARA por la via de la LOX da lugar a diferentes LT de
la serie 4 (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4, LTEA4; el 4 indica la presencia de 4 enlaces dobles
en total). Cabe destacar que, los LT son producidos fundamentalmente por mastocitos
(no se encuentran en sus granulos, su produccion y secrecion se inicia en una fase mas
tardia después de la degranulacién) y por los leucocitos que llegan al sitio de la lesién,
por lo que, a diferencia de otros mediadores, los LT ejercen su efecto mas tarde en la
inflamacion, sin embargo, este es notablemente mayor que la histamina y son
responsables de prolongar el aumento de la permeabilidad vascular en las venas. Los
LT son constrictores extremadamente potentes de la musculatura lisa, como las
presentes en las vias aéreas periféricas de los pulmones, a las que son muy sensibles,
por lo cual es posible relacionar este tipo de sustancias con las dificultades respiratorias

de los pacientes asmaticos®.

Las prostaglandinas (PGs) son un conjunto de sustancias de caracter lipidico derivadas
de eicosanoides, que contienen un anillo de ciclopentano y constituyen una familia de
mediadores celulares, con efectos diversos. Las PGs actuan sobre diferentes sistemas
del organismo, incluyendo el sistema nervioso, el tejido liso, la sangre y el sistema
reproductor; juegan un papel importante en la regulacion de diversas funciones como la
presién sanguinea, la coagulacion de la sangre, la respuesta inflamatoria alérgica y la

actividad del aparato digestivo. Las PGs en un proceso inflamatorio son las causantes
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del dolor, en el caso particular de la PGE2 se sabe que esta es hiperalgésica, es decir,
gue sobre la piel hace que se desarrolle hipersensibilidad frente a los estimulos

dolorosos?®.

La prostaciclina (o PGI2) es uno de los miembros de la familia de los eicosanoides. La
prostaciclina es sintetizada por las células endoteliales y mastocitos, a partir de la
prostaglandina H2 (PGH2). Las prostaciclinas actian principalmente previniendo la
formacion y agregacion plaquetaria en relacion con la coagulacion de la sangre. Es
también un vasodilatador eficaz. En el caso de la inflamacion, en la génesis de la
dilatacion arteriolar estan implicados mediadores quimicos producidos por el endotelio
vascular y elementos celulares del tejido como los mastocitos, dentro de dichos
mediadores se encuentran las prostaglandinas, especialmente la PGI2. Esta actda
uniéndose a receptores Hi del masculo liso arteriolar y del endotelio vascular provocando

respectivamente relajacion de las fibras lisas y aumento de la permeabilidad?®.

Los tromboxanos son un conjunto de moléculas con efecto autocrino y paracrino, y son
el resultado principalmente de la accion de la enzima COX sobre el ARA. El proceso de
sintesis del tromboxanos es producido Unicamente en las membranas de las plaquetas.
La sintesis de tromboxano A2 (TXA2) contribuye a la agregacion plaquetaria, por medio
de su activacion en la hemostasia actuando como un potente agregante plaquetario y
vasoconstrictor. En el sistema respiratorio el TXA2 ademas es un potente

broncoconstrictor2:13,

Derivados de acido eicosapentaendico (EPA) y acido docosahexaendico (DHA). Son
acidos grasos esenciales, obtenidos principalmente de la dieta. Entre los omega-3 mejor
estudiados se encuentran el acido graso a-linolénico y dos de sus metabolitos; el EPA'y
el DHA, a los que se le atribuyen muchas propiedades antiinflamatorias en humanos,
incluyendo el modular el proceso inflamatorio en las reacciones alérgicas. Estos efectos
derivan en parte de su capacidad para competir con el ARA en la produccién de

mediadores lipidicos de menor potencia inflamatoria, accion antiinflamatoria, resolucion
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de la inflamacion y en suprimir varias funciones en células de la inmunidad innata y
adaptativa. Estos mediadores lipidos de menor potencia inflamatoria son las resolvinas,

lipoxinas, maresinas y protectinas, entre otros.

Resolvinas: Son una familia de mediadores lipidicos generados a partir de los acidos
grasos Q3 por las vias LOX, COX-2 y citocromo P450 epoxigenasa durante la inflamacion
pulmonar, donde exhiben acciones antiinflamatorias, resolutorias de la inflamacion,
antifibréticas, antiangiogénicas, antiinfecciosas y antihiperalgésicas. A nivel molecular se
han caracterizado dos series de resolvinas llamadas E y D, por derivar de EPA y DHA,
respectivamente, los cuales actlan como agonistas naturales sobre receptores

especificos para ejercer sus acciones.

Protectinas: Reciben el nombre de protectinas de la serie D, por ser metabolitos
oxigenados generados a partir de DHA en un primer paso por via 15-LOX, donde es
convertido rgpidamente en el intermediario 17S-HPDHA (4cido 17S-hidroxi-peroxi-
docosahexaenoico), el cual sufre una conversidn posterior via citocromo P450

epoxigenasa hasta PD1 en humanos en focos de inflamacién aguda®®.

Maresinas: Como unico representante de este grupo se encuentra el acido 7R,14S-
dihidroxi-docosa-4Z,8E,10E,127,16Z,19Z-hexaenoico, conocido como Maresina 1
(MaR1), quien deriva de DHA mediante conversiones sucesivas via 12-LOX y 15-LOX,

en macréfagos activados residentes en sitios de inflamacién aguda?®®.

Lipoxinas: Son eicosanoides generados por reacciones de oxigenacion secuencial a
partir del ARA via 15-LOX y 5-LOX durante la inflamacion, donde ejercen potentes
efectos antiinflamatorios y resolutores de la inflamacion. Entre sus efectos se encuentran
el bloquear la quimiotaxis, migracion transepitelial y transendotelial de neutréfilos,

impedir la degranulacion del neutréfilo, estimular en macrofagos la actividad fagocitica
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de neutréfilos apoptéticos y el regular a la baja la produccion de citoquinas

proinflamatorias en células del epitelio bronquial humano?’.

Tratamiento de la alergia

El tratamiento de la alergia debe partir del concepto de que las enfermedades alérgicas
estan causadas por una reaccion inmune alterada frente a un agente externo y son, en
realidad, enfermedades cronicas que presentan reagudizaciones. Por tanto, se debe
evitar realizar exclusivamente un tratamiento sintomatico de las manifestaciones agudas.
Un tratamiento correcto debe incluir tres pilares: evitacion del alérgeno, tratamiento

farmacoldgico y modificacion de la respuesta inmune alterada.

Evitacion del alérgeno

Debe ser el primer pilar del tratamiento, especialmente en situaciones en que el alérgeno
puede ser evitado, como es el caso de alimentos y farmacos. Hay que tener en cuenta
que alimentos o farmacos de la misma familia o similar estructura quimica, pueden
producir sintomas y también deben evitarse. Los alérgenos inhalados como &caros,
polenes, hongos o epitelios de animales son mas dificiles de evitar y requieren medidas

especificas para cada uno de ellos.

Tratamiento farmacoldgico

Se realiza sobre el 6rgano diana y debe incluir tratamiento de mantenimiento
(generalmente antiinflamatorio) y tratamiento de los sintomas agudos que pueden
aparecer tras el contacto intenso con el alérgeno. El tratamiento farmacoldgico varia
segun el 6rgano afectado: son comunes el uso de antihistaminicos en la rinoconjuntivitis
alérgica, asi como glucocorticoides locales (nebulizados), que consiguen un efecto
antiinflamatorio potente con escasos efectos adversos. En el asma también se utilizan
los glucocorticoides locales (inhalados) como farmacos de mantenimiento, aunque

frecuentemente se asocian con broncodilatadores. También se utilizan otros farmacos
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como los antileucotrienos, que también producen un efecto antiinflamatorio. En las
lesiones dérmicas se utilizan los antihistaminicos, aunque con una eficacia variable. La
presencia simultdnea de sintomas alérgicos graves y generalizados como son ahogos,
hipotension, taquicardia, angioedema vy urticaria tras la ingesta de un alimento o la
administracion de un farmaco se denomina anafilaxia y exige tratamiento intensivo que,
en muchas ocasiones requerira el uso de adrenalina intramuscular. También puede ser
necesario el uso de adrenalina tras una reaccién anafilctica tras picadura de insectos

en pacientes sensibles.

Inmunoterapia con alérgenos

La modificacion de la respuesta inmune alterada es muy Util en pacientes diagnosticados
de alergia respiratoria (rinoconjuntivitis y asma), en los que es muy dificil evitar el
contacto con el alérgeno, por la ubicuidad de este (pdlenes, acaros, epitelios de animales

u hongos) y en pacientes alérgicos a veneno de insectos.

En ambos casos se ha demostrado que el uso de inmunoterapia con alérgenos es capaz
de modificar las alteraciones del sistema inmune de los pacientes alérgicos en distintos
niveles y mejorar los sintomas de forma consistente y prolongada. El uso de este
tratamiento debe realizarse por personal especializado y tras un diagndstico alergolégico
riguroso que objetive el agente causante de los sintomas. La inmunoterapia consiste en
la administracion controlada progresiva (via subcutanea o sublingual) de un extracto
purificado del alérgeno responsable de los sintomas del paciente, buscando que su
organismo se vaya habituando o se vuelva "tolerante" al alérgeno poco a poco.
Previamente al inicio de un tratamiento con inmunoterapia, se deben realizar unas
consideraciones previas, como: objetivar que la alergia esta mediada por IgE y que la
sensibilizacion encontrada es la responsable de los sintomas, el alérgeno al cual esta
sensibilizado debe estar estandarizado, valorar la gravedad y duracion de los sintomas,

la dificultad para la eliminacion del alérgeno, la ausencia de contraindicaciones para su
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uso, ademas de tener en cuenta otros factores, como los socioeconémicos (coste,

cumplimiento terapéutico, etc.)!8.

Existen varios tipos de inmunoterapia o vacunas de alergia, en general se administran
inicialmente de forma semanal o varios dias y una vez alcanzada la dosis de
mantenimiento, se hace mensualmente, siendo necesario habitualmente que la vacuna
se haga durante 3-5 afios ya que su efecto curativo es lento y progresivo. Es la Unica
terapia capaz de modificar el curso natural de las enfermedades alérgicas. Ademas,
como en todas las enfermedades crénicas, en el tratamiento del paciente alérgico se
debe incluir aspectos educativos, que incluya las caracteristicas de su enfermedad, sus
posibilidades terapéuticas y las peculiaridades del alérgeno causante de su
sintomatologia. Por ello, en todo paciente con sospecha de enfermedad de origen
alérgico debe realizarse un estudio alergolégico completo, que debe ser la base de todas

las decisiones terapéuticas posteriores?®.

Alergia respiratoria a gramineas y modelo de profilina

En los dltimos afios se ha producido un importante avance en el conocimiento de las
estructuras moleculares implicadas en la generacion de la alergia en las fuentes
naturales como el polen y en su relaciéon con la alergia alimentaria?®-?4, En la alergia
producida por gramineas (principal causa de alergia estacional a nivel mundial), los
pacientes reconocen principalmente dos alérgenos del polen de gramineas (Phlp 1y Phl
p 5). Diversos estudios epidemioldgicos realizados en Espafia han permitido identificar
patrones distintos de progresion de esta patologia ligada a la distinta exposicion
alergénica®>2%. En el caso de la alergia a gramineas, hasta el 60% de los pacientes
expuestos a altas concentraciones de polen, como ocurre en Extremadura y en algunas
areas de Castilla-Ledn, se sensibilizan a alérgenos menores, como profilina, hecho que
provoca a su vez el desencadenamiento de sindromes de alergia alimentaria por
reactividad cruzada polen-alimentos. Ademas, los pacientes sensibilizados a profilina

presentan niveles de IgE mas altos a alérgenos mayores y elevada complejidad en el
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reconocimiento a alérgenos de polen de gramineas. Recientemente, se ha descubierto
gue algunos de los pacientes con una mayor exposicion a polen de gramineas
desarrollan patologias alimentarias graves a profilina, hecho que hasta la fecha se
consideraba muy improbable. Estos pacientes constituyen de hecho la poblacion alérgica
ideal para estudiar la relacion entre alergia respiratoria y alimentaria. Las reacciones de
estos pacientes pueden ir desde reacciones locales intensas: edemas intensos de Uvula,

odinofagia hasta sistémicas: como reacciones anafilacticas e hipotension.

La profilina es un alérgeno muy labil y se habia considerado capaz de inducir solo
reacciones leves, tipo sindrome de alergia oral, y por lo tanto era un alérgeno alimentario
irrelevante desde el punto de vista clinico. Los datos sefialados anteriormente, dado que
el alérgeno se degrada rapidamente en medio acido, sugieren que la via de acceso de
la mucosa oral, al menos en pacientes concretos, es una via de acceso eficaz de
alérgenos alimentarios y supone de hecho un nuevo paradigma en el estudio de la alergia

alimentaria?’.

La profilina es en consecuencia, un alérgeno completo tanto respiratorio?®, como
alimentario y constituye un modelo Unico para estudiar la evolucién de la inflamacién
alérgica. Recientemente otros autores han sefialado la implicacion de las modificaciones
en la funcién de barrera epitelial en el desencadenamiento de la alergia®®3°. Asimismo,
se han descrito alteraciones de la barrera epitelial de la via aérea ligada a alergia
respiratoria causada por polen de gramineas3®'-33. En un estudio previo de nuestro grupo
de investigacion se ha descrito por primera vez el remodelado epitelial que sufren estos
pacientes alérgicos a profilina en estas areas de alta exposicion al polen de gramineas.
Concluyéndose que los pacientes con alergia grave a la profilina presentan un extenso
remodelado de la barrera epitelial, pérdida de uniones estrechas, aumento de la
sensibilidad al test de basofilos, aumento de IL-33 y periostina (ambos marcadores de
remodelado epitelial), lo que podria permitir la penetracion de la profilina en la mucosa

oral y la induccién de inflamacién local®*.
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La busqueda de biomarcadores: dificultad de fenotipar al paciente

Hasta la fecha, no hay biomarcadores disponibles para realizar una caracterizacion
completa de los fenotipos de la inflamacién alérgica. La busqueda de estos
biomarcadores permitira mejorar los tratamientos actuales de los pacientes al poder

personalizar los tratamientos y hacerlos mas precisos®.

Los hallazgos iniciales en la busqueda de potenciales biomarcadores en diferentes
campos relacionados con la inflamacién alérgica mediante nuevas técnicas han
producido resultados prometedores en diferentes subtipos de alergia, basados
principalmente en los buenos criterios de estratificacion de los individuos en los estudios.
Sin embargo, todavia hay mas trabajo pendiente en este campo. Los resultados
encontrados en animales deben estar correlacionados en humanos y mas investigacion

debe llevarse a cabo en modelos humanos36.

Se espera que en un futuro cercano una combinacion de diferentes marcadores brinde
la oportunidad de controlar las afecciones alérgicas y predecir si un paciente respondera

a un tratamiento especifico.

Nuevas técnicas de estudio de enfermedades multifactoriales

La metabolomica es la ciencia 6mica mas reciente y se encarga del estudio de
metabolitos, que son los compuestos finales o intermediarios del metabolismo presentes
en un medio biologico y de bajo peso molecular (<1500 Da). A través del analisis
diferencial comparado del metaboloma, que es el conjunto de metabolitos de una
determinada muestra biolégica, se pueden buscar, entre otros, marcadores de
diagnadstico o de pronostico de una enfermedad, de su evolucion ante un tratamiento o

una dieta, del mecanismo de accién o de la potencial toxicidad de un farmaco?’.
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El analisis de los metabolitos de una determinada muestra biolégica se puede enfocar
principalmente de dos modos distintos: en un analisis dirigido, donde se analiza uno o un
grupo reducido de compuestos preseleccionados; y en un andlisis no dirigido, centrado
en la obtencion de la mayor cantidad de metabolitos posibles en la muestra. La
metabolémica utiliza dos técnicas analiticas principalmente como la espectrometria de
masas (MS) o la resonancia magnética nuclear, ya que son las técnicas que permiten la
elucidacion estructural de los compuestos de una mezcla compleja. Ademas, la MS se
acopla habitualmente a métodos de separacion como cromatografia de liquidos (LC-MS),
cromatografia de gases (GC-MS) y electroforesis capilar (CE-MS) ya que este
acoplamiento supone la separacion de los compuestos de las mezclas complejas y
permite la determinacion del peso molecular con alta resolucion gracias a la posibilidad

de separar los componentes de la mezcla segun transcurre el analisis.

El principal desafio del analisis de los metabolitos radica en su heterogeneidad y en su
distinta concentracion en los sistemas bioldgicos, por tanto, el uso de diferentes
herramientas analiticas y métodos novedosos de tratamiento de muestra es crucial para
la deteccién de la mayor cantidad de metabolitos presentes. Otro aspecto muy importante
en un estudio metabolémico es la aplicacion de la quimiometria al tratamiento de los
datos. El analisis de las muestras produce una ingente cantidad de datos que solo
mediante la utilizacibn de métodos matematicos y estadisticos se puede manejar y
resolver, para proporcionar informacién biolégica valiosa y fiable a partir de muestras
complejas. Por todo ello el flujo de trabajo que se sigue habitualmente en un analisis no
dirigido en metabolémica, y que es el que ha sido utilizado en este trabajo, se encuentra
descrito en forma gréafica en la figura 5. Cada uno de los pasos del flujo de trabajo seran

explicados con mas profundidad en las siguientes paginas®.
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Figura 5: Flujo de trabajo seguido en un analisis no dirigido en metabolémica.

Extraccion de metabolitos

La extraccion de metabolitos es una etapa critica en el flujo de trabajo de metabolémica,
ya que va a afectar directamente al tipo y a la calidad de los datos finales. Asi, en una
aproximacion no dirigida la extraccion no requerira ser selectiva ya que tiene el propadsito
de obtener una fraccidén representativa del metaboloma de una muestra biologica. La

etapa de extraccion de metabolitos tiene como objetivos:
-Aislar eficientemente los metabolitos de la muestra.

-Eliminar interferencias que puedan dificultar el andlisis como, por ejemplo, sales y
proteinas.

-Conseguir un extracto compatible con la técnica analitica a utilizar.

-Concentrar los metabolitos presentes a nivel de trazas antes del andlisis cuando sea
necesario, ya que como se ha mencionado anteriormente, la selectividad de la etapa de

extraccion dependera del objetivo del estudio.

En nuestro caso particular, el analisis metabolomico de plasma esta limitado por la
presencia de una elevada concentracion de proteinas que también interfieren en la
deteccién de metabolitos. Por esta razén, es necesaria una etapa de precipitacion de
proteinas mediante un cambio brusco de pH o utilizando disolventes organicos como

acetonitrilo (ACN) o metanol®.
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Andlisis de las muestras: técnicas analiticas
Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)

La cromatografia de liquidos (LC) es una técnica analitica que permite separar
fisicamente los distintos componentes de una solucion por la adsorcion selectiva de los
componentes de una mezcla. En toda cromatografia existe un contacto entre dos fases,
una fija que se llama fase estacionaria, y una movil, denominada fase movil, la cual esta
en contacto con la fase estacionaria 'y va a permitir la separacion de los componentes de
la mezcla segun la afinidad de estos con una u otra fase. La fase moévil que contiene los
analitos penetra a través de la fase estacionaria en una direccion definida, en el caso de
este trabajo la fase estacionaria fue una columna cromatografica Es necesaria ademas
una presién alta para lograr un caudal constante y asegurar asi la reproducibilidad del
analisis. Las sustancias que permanecen mas tiempo libres en la fase movil avanzan
mas rapidamente con el flujo de esta, y las que quedan més unidas a la fase estacionaria
o retenidas, avanzan menos y por lo tanto tardaran mas en eluir, es decir saldran de la

columna en diferentes momentos (diferentes tiempos de retencion).

Segun las polaridades de la fase movil y de la fase estacionaria se distingue:

Cromatografia en fase normal: esta cromatografia utiliza una fase estacionaria polar y
una fase movil apolar, y se utiliza cuando el compuesto de interés es bastante polar. La
fuerza de absorcibn aumenta a medida que lo hace la polaridad del compuesto y la
interaccion entre el compuesto polar y la fase estacionaria polar (en comparacion a la
fase movil) aumenta el tiempo de retencién. La utilizacion de disolventes mas polares en
la fase movil disminuye el tiempo de retencién de los compuestos mientras que los
disolventes mas hidrofébicos tienden a aumentar el tiempo de retencion. Las fases
estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia son las que tienen grupos

funcionales como ciano, amino o diol.

Cromatografia en fase inversa: que consiste una fase estacionaria apolar y una fase
movil de polaridad moderada. Una de las fases estacionarias mas comunes de este tipo

de cromatografia es la C-18 o la C-8 (cadenas de 18 u 8 carbonos, respectivamente). El
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tiempo de retencion es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que las
moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente, es decir salen a tiempos de

retencion mas bajos.

La MS es una técnica de andlisis que permite analizar con gran precision la composicion
de diferentes elementos quimicos e is6topos atdbmicos, separando los nucleos atbmicos
en funcion de su relaciébn masa/carga (m/z). Para ello utiliza un espectrometro de masas,
el cual tiene tres componentes fundamentales: la fuente de ionizacion, el analizador de

masa y el detector.

-Fuente de ionizacién

La fuente de ionizacion es el elemento del espectrédmetro que ioniza el material por
analizar (el analito). Después los iones son transportados hasta el analizador de masa

mediante campos magnéticos o eléctricos.

Las técnicas de ionizacion han sido criticas para la determinacion de las muestras que
se pueden analizar por MS. Las dos técnicas utilizadas mas menudo con liquidos y
muestras bioldgicas sélidas, son la ionizacién por electrospray (ESI), la cual se explicara
posteriormente en detalle y la desorcion/ionizacién por laser asistida por una matriz

(MALDI), respectivamente.

En los dispositivos de LC-MS la fuente ionizacion se encuentra en la interfaz que
transfiere eficientemente los componentes separados de la columna LC a la fuente de
iones MS. La interfaz es necesaria porque los dispositivos LC y MS son
fundamentalmente incompatibles. Mientras que la fase movil en un sistema LC es un
liquido presurizado, los analizadores de MS generalmente operan al vacio (alrededor de
107 torr). Por lo tanto, no es posible bombear directamente el fluido desde la columna
LC alafuente MS. En general, la interfaz es una parte mecanicamente simple del sistema
LC-MS que transfiere la cantidad maxima de analito, elimina una parte significativa de la

fase movil utilizada en la LC y preserva la identidad quimica de los productos de la
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cromatografia (quimicamente inerte). Como requisito, la interfaz no debe interferir con la

eficiencia ionizante y las condiciones de vacio del sistema MS.

Una de las interfaces y fuente ionizacion mas comunes es ESI. Esta es una fuente de
iones de MS que facilitan la transicion de un entorno de alta presion (HPLC) a

condiciones de alto vacio necesarias en el analizador de MS.

lonizacion por electrospray (ESI)

Esta fuente de iones puede usarse para el andlisis de moléculas moderadamente polares

(por ejemplo, metabolitos, xenobidticos o péptidos).

En ESI, la muestra en disolucidén pasa a través de un capilar metalico, en cuya punta se
aplica un potencial de 3 a 4 KV y una presion de 1 atmésfera. Para evitar la
contaminacion, este capilar generalmente se ubica perpendicular a la entrada del sistema
MS. Se produce entonces, una fina niebla de gotitas de elevada carga y la evaporacion
del solvente por el calor generado por el potencial eléctrico hace que aumente la

densidad de carga, produciéndose la desorcion en fase gaseosa.

El andlisis por ESI, se puede hacer provocando una ionizacién positiva o negativa. Se
selecciona la polaridad de los iones que se desea analizar mediante el voltaje del capilar.
Permite la obtencion del ion molecular, y si se desea obtener una fragmentacién, se
puede inducir aumentando el voltaje en la punta del cono del capilar. La ionizacién por

ESI constituye la mejor interfaz cuando se acopla la LC o la CE con MS.

-Analizador de masa

Los diferentes tipos de espectrometros de masas varian segun el analizador que tienen.
Ademas de los clasicos analizadores de area magnética, existen otros tipos de
analizadores actualmente mucho mas utilizados como son el de tiempo de vuelo, la
trampa de iones, el cuadrupolo sencillo y los analizadores de masa de resonancia
ciclotrénica de ion de transformada de Fourier (FTICR). Ademas de estos, existen otros

analizadores e hibridos de combinaciones.
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Analizador de tiempo de vuelo (TOF del inglés “Time-of-flight”)

Es un analizador de masas en el que la relacién m/z de un ion se determina a través de
una medicion de tiempo de vuelo. Los iones son acelerados por un campo eléctrico de
fuerza conocida. Esta aceleracion hace que un ion tenga la misma energia cinética que
cualquier otro ion con la misma carga. La velocidad del ion depende de su relacion m/z
por lo que se mide el tiempo que tarda el ion en alcanzar un detector a una distancia

conocida.

El tiempo que tarda en recorrer cierta distancia depende de la intensidad del campo y de
su relacién m/z. Por tanto, al ionizar una molécula, los iones con menor masa y mayor
carga alcanzaran en primer lugar el detector, mientras que los mas pesados tardaran
mas en llegar. A partir de esta relacion y los pardmetros experimentales conocidos (el

potencial eléctrico aplicado y la distancia a recorrer) se puede identificar el ion.

Analizador de cuadrupolo sencillo (Q del inglés “quadrupole”)

El analizador de masas de cuadrupolo sencillo (Q-MS), consta de cuatro varillas
cilindricas, colocadas paralelamente entre si. Los iones se separan en un cuadrupolo en
funcién de la estabilidad 